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研究成果の概要：研究期間内に、ヒト単球にはCD14++CD16-、CD14-CD16+の異なるフェノタ

イプの存在を明らかとした。さらに、CD14-CD16+単球はHLA-DRおよび共刺激分子CD86の発
現がより高く、さらに、TNFα、IL-12,IL-18といったproinflammatoryサイトカインの産生も
より高値であった。これら単球のうち、CD14-CD16+単球に対して、抗ヒトTNFα抗体インフ
リキシマブは強いアポプトーシス活性を有し、ヒト炎症性腸疾患における責任細胞がTNFαを
含む様々なproinflammatoryサイトカインを産生するCD14-CD16+単球である可能性を示唆し

た。さらに、興味深いことに白血球除去療法のうちLCAP（せルソーバー）はCD14++CD16-単

球に比べCD14-CD16+単球を選択的に除去することを明らかとした。このことは,従来、臨床先
行型に開発応用されてきた白血球除去療法の作用機序として、体外式抗TNFα抗体療法が想定
され臨床的にも意義深い知見と言えるかもしれない。今後の研究期間内に、さらに特異的体外

式抗TNFα療法として、白血球除去療法カラム内での抗TNFα抗体吸着ビーズの開発を展開す
る予定である。さらに今年度は白血球除去療法による上皮細胞への影響を解析し、除去療法後

の上皮細胞のなかで増殖細胞が増加傾向で有ることを確認し、腸上皮再生作用の可能性も示唆

された。今後の研究にて再生機構の詳細な解析を行う予定である。 
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１．研究開始当初の背景 
 炎症性腸疾患である潰瘍性大腸炎および
クローン病は就学、就労、結婚、出産とい
った人生の真最中の若年者を襲い再燃と緩

解を繰り返し生涯にわたり治療の継続を余
儀なくされる難病である。多くの症例にス
テロイドや免疫抑制剤による治療が施され
るが、その副作用の問題による長期投与の
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限界と、今後、炎症性腸疾患患者の長期経
過例の急増を考慮すると、副作用、QOL
をも考慮した新規の病態特異性を有する治
療法の開発が急務である。 
 近年、クローン病の病態において活性化
マクロファージ由来の腫瘍壊死因子
(TNFα)が重要な役割を果たすことが明ら
かにされ、欧米、本邦において難治性クロ
ーン病患者の対する抗 TNFα抗体の臨床応
用にて極めて良好な治療成績を収めている。
さらには、潰瘍性大腸炎に対しても抗
TNFα抗体療法の有効性が質の高い臨床試
験にて報告されており欧米での臨床応用が
開始されている。しかし、一方では抗体の
投与に伴う結核など重篤な感染症や抗
TNFα抗体そのものが誘発する予後不良な
癌や悪性リンパ腫の発生の危険性は否定し
得ない現状に直面している。一方、潰瘍性
大腸炎においては体外処理による白血球除
去療法（顆粒球除去療法やリンパ球除去療
法）は、ステロイド抵抗性の病態に対して
上述のようなリスクの少ない緩解導入効果
を持つことが認められ、本邦ですでに優れ
た臨床成績が多数報告されている（Kanai 
T, et al. Expert Opin on Biol Ther. 6: 
453-66, 2006）。また、近年、この白血球除
去療法はクローン病にも治療効果が認めら
れ拡大臨床応用が期待されるところである。 
 
２．研究の目的 
 体外処理による白血球除去療法（顆粒球除
去療法、リンパ球除去療法、遠心分離法）は、
ステロイド抵抗性の病態に対して緩解導入
効果を有し、すでに優れた臨床成績が多数報
告されている。以上、近年の炎症性腸疾患治
療の進歩と併存する問題点に着目し、特異的
な優れた治療効果と副作用クリアーを併せ
持つ新規治療法、すなわち、膜型 TNFα産生
細胞特異的除去白血球除去療法を開発と白
血球除去療法による特異的細胞に除去する
という発想を転換し、特異的‘良性’細胞、
すなわち、自己免疫疾患病態を抑制するで知
られている制御性 T細胞のみを生体へ戻すと
いう白血球除去療法アシスト選択的制御性 T
細胞再移入療法の開発、さらには、循環系白
血球一過性除去に伴う骨髄造血刺激という
発想に基づき、組織修復期に骨髄より動員さ
れる腸管上皮細胞幹細胞動員システムに白
血球除去療法を応用する、３つの全く独創的
な治療法の開発に着手することを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
１）腸管上皮細胞再生誘導と白血球除去療
法の位置付けーマウスでの検討 
 白血球除去療法が活性化白血球の数的減
少のみならず質的な変化を誘導し、結果と

し て 骨 髄 細 胞 の 腸 管 上 皮 細 胞 へ の
transdifferentiation 機構の促進因子とし
て作用することによりクローン病治療に有
効である可能性を追求する。骨髄細胞の腸
管上皮細胞への transdifferentiaion 機構
が、末梢血中の特定の白血球分画の細胞に
おいてのみ機能する可能性を検討する。 
ⅰ）EGFPトランスジェニックマウスをド
ナーとし、致死量放射線照射マウスへ骨髄
移植をおこなう。移植後種々の期間を経て
屠殺したマウスの食道・胃・小腸・大腸に
つき、組織学的検索方法を用いることによ
り、骨髄由来上皮細胞を可視化することを
試みる。さらにそれら細胞の局在（体前後
軸上および陰窩軸上）、分化の頻度、および
その経時的変化につき詳細な検討をおこな
う。 
ⅱ) ⅰ)における実験システムを構築後、
FACS Vantageを用いてこれらドナー由来
骨髄細胞を各種細胞表面マーカーの相違に
より分離・採取し、同様の解析をおこなう。
これらにより、上皮細胞への高い分化能を
有する骨髄細胞分画を明らかにする。 
２）腸管上皮細胞再生誘導と白血球除去療
法の位置付けーヒト での検討 
 クローン病患者白血球除去療法前後にお
いて末梢血検体および上部・下部消化管内
視鏡検査による生検検体を採取し、以下の
検討を加える。 
ⅰ )マウスを用いた解析により高い上皮
細胞分化能を有する骨髄細胞分画が、ク
ローン病患者白血球除去療法前後におい
て変化する可能性を、FACSによる表面マ
ーカー解析(CD34など)により検討する。 
ⅱ )ヒト炎症性腸疾患炎症粘膜における
Notchシグナル関連分子（Hes1, Math1）
の発現を検討 -患者組織標本を用いた免
疫組織学的検討と分子生物学的解析を行
う 
ⅲ)分離した末梢血幹細胞を用いた Hes1、
Math1分子の蛋白、遺伝子レベルでの解析
を行う。 
 
４．研究成果 
 １）腸管上皮細胞再生誘導と白血球除去
療法の位置付けーマウスでの検討 
 EGFPトランスジェニックマウスの骨髄
細胞をドナーとし、致死量放射線照射マウ
スへ骨髄移植を行った。腸管での骨髄由来
細胞の生着を確認するために、組織染色を
行った。抗ＧＦＰ抗体により正着した細胞
を確認したところ、血球細胞がほとんどで
あり、腸管上皮細胞への移行はほとんど認
められなかった。さらに DSS腸炎を起こ
し、炎症状態での骨髄由来細胞の動員を確
認したが上皮細胞への移行はほとんど認め
られなかった。そのため、ヒトにおける



LCAPの検討に重点を置くこととした。 
２）腸管上皮細胞再生誘導と白血球除去療
法の位置付けーヒト での検討 
 倫理審査委員会による承認、患者の同意の
もと、LCAP による検討を行った。潰瘍性大腸
炎患者 35 名に対し LCAP 療法を施行し、その
前後における臨床的改善、血管内血球組成、 
上皮細胞成分解析を行った。 
 LCAP 施行にて３５例中３０例にて臨床的
改善を認めた。 
 さらに患者血液を採取し LCAP 前後の血球
成分を解析したところ、CD4 陽性リンパ球、
Ｂ細胞の組成に関して変化を認めなかった
が、CD14dull,CD16 陽性の単球の血液内細胞
数が LCAP 後に有意に減少していた。 
この CD14dull,CD16 陽性のヒト単球の性状を
さらに解析したところ、この単球は TNFα、
IL-12 などの炎症性サイトカインを多量に分
泌することを発見した。LCAP によるこの単球
集団の除去は炎症性サイトカイン産生細胞
を選択的に除去していることを示唆し、LCAP
療法の分子ターゲットを同定することに成
功した。 
 またその際の上皮細胞の影響を解析した。
LCAP 前後で大腸内視鏡を施行し、炎症による
粘膜障害部分を生検施行し、病理学的検討に
て比較した。LCAP 前後において杯細胞、吸収
上皮細胞の細胞数に変化を認めなかったが、
ki-67染色にて増殖細胞が有意にLCAP後に増
加している事を明らかとした。LCAP による細
胞増殖機構が存在することが示唆され、この
増殖が粘膜再生に繋がることが期待される。
現在腸管上皮細胞分化遺伝子である Atoh1 な
どの発現を解析中である。また細胞増殖を促
進させる因子に関しても検索を開始してい
る。 
 以上より、本研究の施行により、ヒト潰瘍
性大腸炎における LCAP 療法の効果を確認で
きたとともに、血球成分の特定した分画の細
胞集団の差異を抽出し、その分子生物学的標
的も同定できた。さらに上皮細胞増殖効果も
確認出来たことから、臨床的な抗炎症作用を
多角的に評価しえた。今後 CD16 抗体による
CD16 陽性単球の選択的除去療法などの可能
性も広げられたことなど高い成果を挙げる
ことができた。よって本研究の目的は達成さ
れたと考える。 
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